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Streszczenie

Po sesji doswiadczalnej podczas ktérej szczur uczy si¢ kierowaé
wiasciwym zapachem by odnalez¢ nagrode pokarmowa, w przysrodkowej korze
czolowej (medial frontal cortex, mFCxX) nastgpuje istotny wzrost ekspresji c-fos
[6]. W celu poznania dynamiki aktywacji mFCx podczas wykonywania tego
zadania konieczne bylo zastosowanie metod elektrofizjologicznych. Dzigki
chronicznej implantacji elektrod osadzonych na mikromanipulatorach
rejestrowalismy aktywnos¢ pojedynczych komérek mFCx podczas kolejnych faz
sesji treningowej. Okolo 35% badanych neuronéw zaangazowanych bylo w
samo wykonanie zadania - ich aktywno$¢ wzrastala w czasie trwania kolejnych
préb réwnolegle ze skréceniem latencji poprawnych odpowiedzi. W przypadku
40% komorek zaobserwowaliSmy toniczny wzrost czgstosci wyladowan w 2-
3minutowych okresach miedzyprobowych. Sadzimy, ze populacja aktywna
pomigdzy probami moze by¢ czescig systemu pamigci przechowujacy Swiezo
zdobyte informacje do wykorzystania w blizszej i dalszej przysztosci.

Badania prowadzone w ostatnich latach pokazaly, ze obszar
przysrodkowej kory czolowej szczura (eng. medial frontal cortex, mFCx)
zaangazowany jest w powstawanie dlugotrwatych $ladow pamigciowych.
Zablokowanie fosforylacji ERK [3], syntezy bialek [4] lub kinazy MAP [2] w tej
wlasnie okolicy uniemozliwia powstanie pamigci diugotrwalej po treningu
warunkowania awersyjnego [2] lub po ekstynkcji [4, 2]. Prawidlowe dziatanie
mFCx wydaje si¢ niezbedne takze w przypadku treningu ze wzmocnieniem
pozytywnym [1,7]. Szczury bardzo szybko ucza si¢ kierowaé wiasciwym
zapachem by odnalez¢ ukryty pokarm. Po sesji skladajacej si¢ z 3-5 takich préb
obserwuje si¢ istotnie wzmozona ekspresj¢ c-fos migdzy innymi w okolicy
mFCx [6], a infuzja blokeréw receptora NMDA w tym rejonie mézgu wykonana
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po sesji wywoluje deficyt pamigci obserwowany w tescie wykonywanym po
dwoch dniach [7]. Wyniki te potwierdzaja, ze neurony mFCx s zaangazowane
W uczenie asocjacyjne jednak nie pozwalaja na okreslenie dynamiki ich
aktywacji w czasie lub po treningu. Aby zbadaé w jakich momentach sesji
doswiadczalnej komorki sa aktywne konieczne jest zastosowanie metod
elektrofizjologicznmych. W tym celu do przy$rodkowej kory czotowej 16
szczuréw  zaimplantowalismy mikroelektrody i rejestrowalismy aktywnosé
pojedynczych komérek podczas wszystkich faz sesji doswiadczalnej gdy szczur
uczyt si¢ odnajdywaé nagrode na podstawie informacji wechowych.

Metody

Doswiadczenie przeprowadzono na dorostych szczurach rasy Sprague-
Dawley (Iffa Credo) wazacych od 350 do 400g. Przed doswiadczeniem przez
kilka dni zwierzgta codziennie przyzwyczajano do przebywania w
pomieszczeniu doswiadczalnym, kontaktu z eksperymentatorem oraz zapoznano
z przyszla nagrodq pokarmowa (czekoladowe ryzowe chrupki $niadaniowe,
Choco-Krispies, Kellogg).

Implantacja elektrod odbywata sie w glebokim znieczuleniu og6lnym
(Pentobarbital, 60mg/kg, roztwér 6%, zastrzyk dootrzewnowy). Elektrody
(wolfram, FHC, 4MQ) zamocowane na mikromanipulatorach wprowadzano do
mozgu w okolicy przysrodkowej kory czotowej (prelimbic area, PL, 3-4mm do
przodu od Bregmy, 0.5-0.9 mm w bok od linii srodkowej ciala) na glgbokosé
okotlo 2mm od powierzchni (Ryc.1). Kontakty elektrod mocowano w
plastikowej gwintowanej obsadce (Plastics One). Catos¢ przyklejano cementem
dentystycznym a male $rubki ze stali nierdzewnej wkrecone w kosci stuzyly jako
uziemienie i zapewnialy mocne osadzenie calej konstrukcji na glowie szczura.
Po operacji rang przemywano S$rodkiem antyseptycznym i miejscowym
$rodkiem znieczulajacym.

Sesja (Ryc.2) treningowa skladata si¢ z 7-12 préb w czasie ktérych szczur
uczyl sie odnajdowaé nagrode pokarmowa. W naroznikach pudetka
doswiadczalnego (PD, 70x70x40cm, Ryc. 2A) umieszczano trzy prostokatne,
nasgczone trzema zapachami (migtowy, cytrynowy, migdatowy) gabki
(4x6x2,5cm) z wycietymi w $rodku dziurami. W gabce o zapachu migdaléw
ukryte byly 2-3 peletki Choco-Krispies. Okresy migedzy prébami (2-3 min)
szczur spedzal w stojacym obok pudetku kontrolnym (PK, 20x20x35cm). W
kazdej kolejnej probie zmieniano polozenie gabek w naroznikach PD. Za
prawidtowa odpowiedZ behawioralng uznawano wlozenie przez szczura pyska
do wiasciwej gabki (Ryc. 2B znacznik "p") i wyjecie nagrody. Wsunigecie pyska
do niewlasciwej gabki traktowane bylo jako btad ale nie przerywalo trwania
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proby. Wyznacznikiem poziomu wyuczenia zadania bylo skrdécenie czasu
liczonego od momentu wlozenia szczura do PD do momentu znalezienia przez
niego nagrody (latencja odpowiedzi, Ryc.3A). W 12 przypadkach sesja
treningowa poprzedzona byla 3-6 prébami kontrolnymi w czasie ktérych szczur
eksplorowal puste pudetko doswiadczalne.

Ryc. 1. A. Mikromanipulatory przygotowywano wilasnor¢cznie w laboratorium. Z plastikowej
obsadki mikro-kontaktéw elektrycznych (Amphenol) wycinano fragment (5x4x2.5mm)
zawierajacy 4 kanaly. W dwa zewngtrzne kanaly tak przygotowanego korpusu wkrecano Sruby
(dtugosc ok. 15mm, $rednica 1.2mm, nierdzewna stal) ktérym uprzednio z dolnych 3 mm usuwano
gwint i wycinano niewielki rowek. Do plastikowego korpusu przyklejano 1-2 elektrody a
odchodzace od nich miedziane przewody w gigtkiej silikonowej izolacji przeprowadzano przez
$rodkowe kanaty korpusu. Przed implantacja "nogi" manipulatora obficie pokrywano wazelina, tak
by po zamocowaniu ich cementem dentystycznym na czaszce szczura mogly si¢ swobodnie
obraca¢. Rowniez trzony elektrod byly natluszczane a niewielkie odcinki ich przewodow
pozostawaly wolne (nie zalane cementem) aby elektrody mogly by¢ w czasie pdZniejszego
doswiadczenia przesuwane w glab mozgu. Sruby mialy gwint o skoku réwnym 0.350, wigc 1/8
obrotu w kierunku odwrotnym do wskazéwek zegara przesuwala korpus manipulatora w dét o
okoto 40-45pm. B. Kontakty elektrod umieszczone byly w plastikowym gwintowanym cylindrze
(Plastics One). Na czas rejestracji nakrgcano na niego wtyczke w ktorej zainstalowany byt uktad
scalony eliminujacy zakl6cenia. Drugi koniec kabla podlaczano do komutatora (K) umieszczonego
nad stanowiskiem doswiadczalnym, a z niego sygnal przekazywany byl do wzmacniacza i dalej
do komputera.

Rejestracja sygnalu. We wtyczce kabla odbierajacego sygnat z kontaktow
na glowie szczura znajdowal si¢ uktad scalony (wzmacniacz operacyjny o
wzmocnieniu 1) poprawiajacy jako$¢ rejestrowanego sygnatu (Ryc. 1B). Drugi
koniec kabla potaczony byt z obrotowym przekaznikiem (komutator, Ryc 2A)
zabezpieczajacym go przed skreceniem i wyrwaniem. Z niego sygnat przesytany
byt do wzmacniacza réznicowego (A-M Systems, wzmocnienie x10000, filtry
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300-3000Hz). Do sterowania do$wiadczeniem oraz cyfrowania danych (czgstosé
probkowania 33kHz) stuzyt przetwornik analogowo-cyfrowy (CED1401) oraz
program Spike2 (Cambridge Electronic Design, Cambridge, UK). Réwnolegle z
sygnatem biologicznym, na oddzielnym kanale zapisywano znaczniki kodujace
kolejne etapy sesji do$wiadczalnej oraz informacje o zachowaniu szezura i
drodze przebytej przez niego w pudelku doswiadczalnym (Ryc. 2B).

A Wz macniacz
ko mputer
\\‘
\\
N
\
: s ]

B

proby kommlne / ucze nie

[ IO LL
\\

znaczniki; ha p he

ITI, H, Ti; Hy T L

Rye. 2. A. Pudetko do$wiadczalne (PD) z umieszezonymi w naroznikach gabkami (mi — zapach
migty, cy — cytryny, mg - migdatow). Szczura sadzano w pustym narozniku PD (poczatek proby,
znacznik “a” ). Przykladowa trasa przebyta w poszukiwaniu nagrody zaznaczona przerywana
linia. K-komutator. B. Sesja skladata sie z 3-6 préb kontrolnych i 6-12 préb treningowych. Kolejne
etapy sesji zapisywano na kanale ze znacznikami literowymi: a - poczatek préby, h - w rgku, p -
znalezienie nagrody, ¢ - poczatek okresu migdzy probami w pudelku kontrolnym. Na tej podstawie
dzielono sesj¢ na kolejne analizowane fragmenty (ITI - okres miedzy prébami, T préba, H- okres

w reku ekperymentatora).

Bezposrednio przed rozpoczgciem sesji elektrody zaglebiano w mozgu, az
w sygnale pojawily si¢ wyrazne potencjaly czynnosciowe. Elektroda na ktorej
nie stwierdzano aktywnosci komérkowej stuzyta jako referencja dla pozostatych
kanalow. Sesja zaczynala sig kilkuminutowa rejestracja czynnosci spontanicznej
w pudetku kontrolnym. W programie Spike, dla poszczegdlnych kanaléw
generowano wzorce potencjaléw, czynnoSciowych (tzw. template matching).
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Rejestracj¢ prowadzono w czasie trwania calej sesji do$wiadczalnej, we
wszystkich jej kolejnych etapach (Ryc. 2B). W czasie p6zniejszej analizy z
zarejestrowanych danych usuwano artefakty wynikajace z ruchéw zwierzecia i
powtarzano procedurg template matching. Aby separacja pojedynczych komérek
(single unit activity, SU) uznana byla za poprawna, w czasie calej sesji odstepy
migdzy potencjatami czynno$ciowymi nie mogly byly krétsze niz 2ms (por.
autokorelogramy na Ryc.3). W ten sposéb do analizy zakwalifikowano 20
pojedynczych komoérek. Pozostale 15 rejestracji zawieraly po kilka nie dajacych
si¢ odrozni¢ komorek (multi-unit activity, MUA). Szeroko$¢ podstawy
potencjaléw czynnosciowych réwnata si¢ 1276+30us (Srednia=SEM, 20SU) co
sugeruje, ze rejestrowano komorki piramidowe nie interneurony.

Dla kazdej komérki liczono spontaniczng czestos¢ wyladowan
czynnosciowych a nastgpnie czgstos¢ w kolejnych etapach doswiadczenia, ktére
ilustruje Rycina 2B: w rgku eksperymentatora (H), w czasie proby (T), w reku
po prébie (H), w okresie miedzy prébami (ITI), itd... dla kolejnych préb.
Nastgpnie poréwnywano wartosci $rednie miedzy okresem kontrolnym i
treningiem, oraz wartosci charakterystyczne dla poszczegdlnych etapdw
doswiadczenia.

Po  zakonczeniu  do$wiadczen  zwierzgta  usmiercano  przez
przedawkowanie Pentobarbitalu (150mg/kg, podanie dootrzewnowe) i
przeprowadzano perfuzje solg fizjologiczna i formaling (10%). Czaszki
pozostawiano w formalinie aby dobrze utrwali¢ $lady elektrod w mézgu. Po
kilku dniach mézgi wyjmowano, cigto na 60um skrawki i barwiono Fioletem
Cresylu. Na podstawie oceny histologicznej oceniano miejsca rejestracji.
Sposréd 16 poprawnie zaimplantowanych szczuréw dwa zostaly wykluczone z
analiz ze wzgledu na lokalizacj¢ elektrod poza mFCx. W pozostalych 14
przypadkach aktywnos$é komorkows rejestrowano ze srodkowych (I1I-V) warstw
kory w okolicy prelimbicznej (prelimbic cortex, PL).

Wyniki

Spontaniczna czgstos¢ wyladowan zbadanej grupy komorek wynosita
1.87+0.41Hz (Srednia +SEM, n=20). W kontrolnej czg¢sci sesji nie roznila sie
ona istotnie od poziomu spontanicznego, natomiast w czasie procedury uczenia
wzrastala $rednio do 3.66+0.26Hz (p=0.0053, dwustronny t-test). W
rejestracjach MUA roéwniez zaobserwowano wzrost czgstosci iglic w czesci
treningowej w stosunku do kontroli (odpowiednio 5.98Hz+0.26Hz i 4.97Hz
+0.31Hz, n=15, p=0.012).

Aktywnos$¢ 80% zarejestrowanych komérek byta modulowana (w rézny sposéb)
w kolejnych etapach sesji. Ilustruje to przyktadowy zapis z jednoczesng
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Ryc. 3. Zapis sesji szczura R27. A. Nalozone pojedyncze potencjaly czynnosciowe i
autokorelogram dla trzech zarejestrowanych jednoczesnie komorek (chll, chl2, ch13). Czgstosé
wyladowari (bin = 10s) komérek w czedci kontrolnej (B, szesé prab) i w czgsci doswiadczalnej
(C, 12 prob). Bialo-szary pasek ponizej wykresow czgstosci wskazuje kolejne etapy sesji
doswiadczalnej: biale pola - okres przed i migdzy prébami spedzany przed zwierze w pudetku
kontrolnym; szare pola - okres poza pudetkiem kontrolnym - czyli czas préby i kilka sekund w
reku eksperymentatora przed i po prébie. Wysokie biny na poczatku i koricu kazdej proby komorki
chl1 odpowiadaja pobudzeniu jej w czasie przektadania szczura migdzy pudetkami.

rejestracjg aktywnosci dwoch komérek (chll i chl2) z jednej elektrody w lewe;j
potkuli mézgu i trzeciej komérki (chl3) z drugiej elektrody w przeciwleglej
potkuli (Ryc. 3). Czgstosé wyladowan neuronu chll byla znacznie wyzsza
podczas préb niz w 2-3minutowych okresach pomigdzy probami. Odwrotnie,
czgstos¢ wyladowan komérki ch12 wyzsza migedzy probami niz w czasie préb, a
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w trakcie sesji uczenia ta dysproporcja nasilila si¢. Komérka chl3 réwniez
charakteryzowala si¢ wyzsza czgstoscig w czasie gdy zwierze przebywato w
pudetku kontrolnym, ale w sesji treningowej jej aktywno$é powoli malata.

A

100

latencia [s]

LT S T A ML T

-
FEDISSRIRE ¥ & TS SR —m———

e v S dv < s ol s

czesiosc [1/5]

o,
b 2 TRl e ®

czesbsc [1/s]

Rye. 4. A. Srednia latencja odpowiedzi behawioralnej (n=16 szczuréw, +/- SEM). B - Srednia
czgstos¢ wyladowan komorek charakteryzujacych si¢ wyzsza aktywnoscig w okresie migdzy
prébami (typ IT], n=8). C - $rednia czg¢sto$¢ wyladowan komérek z wyzsza aktywnoscia w czasie
préb (typ Thox, n=7). B i C biale stupki - poziom aktywnos$ci w okresie migdzy probami; szare -
poziom aktywnosci w czasie prob, czarny - poziom kontrolny (S$rednia+/-SEM, bin=1s). B. W
grupie komoérek IT7 czgsto$¢ wyladowan wzrasta gwaltownie po pierwszej probie, a nastgpnie po
raz drugi po prébie czwartej (gwiazdki oznaczajg okresy gdy czgstosé jest istotnie wyzsza od
poziomu kontrolnego, p<0.05, t-test). W tym samym czasie (pomigdzy pierwsza a piata proba)
latencja odpowiedzi istotnie spada by osiggna¢ asymptoty¢zny poziom. C. Grupa komérek Thox
od poczatku sesji charakteryzowala sie znacznie wyzszg aktywnoscig w czasie prob niz w okresie
migdzy probami (p<0.01). Aktywnoé¢ w pudelku do$wiadczalnym jeszcze wzrastala w kolejnych
prébach treningowych (istotna réznica osiggnigta w trzeciej probie, p<0.05) natomiast czgstosé
wyladowan w czasie migdzy probami nie ulegta zmianie w trakcie sesji.

Praktycznie kazda komorka miata swdj wilasny specyficzny wzorzec
zachowania, jednak ze wzgledu na mala liczebnos$¢ zarejestrowanej populacji
(20) ponizej opisano tylko efekty typowe dla wigkszej grupy zarejestrowanych
neuronow. Pokazane na Rycinie 3 przyklady ilustruja dwa dominujace typy
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aktywnosci. Osiem komoérek wykazywato wzmozona aktywnos$é w okresach
migdzy probami - w pudetku kontrolnym (grupa /71, Ryc.4B) natomiast siedem
innych wykazywalo znacznie wyzsza aktywno$¢ w trakcie préb w pudetku
dos$wiadczalnym (grupa Thox, Ryc. 4C). Jedynie cztery komérki w ogéle nie
zmienialy czestosci wyladowan czynnosciowych w nastgpujacych po sobie
etapach sesji.

Na przykladzie komorki chll (Ryc. 3) wida¢ réwniez charakterystyczne
dla typu Thox silne pobudzenie w chwili gdy zwierze bylo przekladane reka
eksperymentatora z jednego pudelka do drugiego. Czesto$¢ wyladowan “w
reku” w sesji kontrolnej i treningowej byla rownie wysoka (odpowiednio
6.08+0.68Hz i 5.07+0.3Hz, p=0.176, dwustronny t-test) dlatego wydaje si¢, ze
by} to wyraz nie zwigzanych z procedurg uczenia reakcji, np. emocjonalnych.

Aktywno$¢ w czasie proby i pomigdzy probami w grupach ITI i Thox
zmieniala si¢ w treningowej czgsci sesji w stosunku do okresu kontrolnego. Jest
to szczegblnie dobrze widoczne w przypadku komérek /77 gdzie wyrazny
wzrost aktywnosci w pudetku kontrolnym (PK) nastgpowal natychmiast po
rozpoczeciu procedury uczenia (Ryc.4B). Latencja odpowiedzi spadata od
drugiej préby, w prébie 5-6 osiagajac poziom asymptotyczny (Ryc. 4A) a
czgstos¢ wyladowan komorek ITI w PK byla w tym czasie istotnie wyzsza od
poziomu kontrolnego (Ryc. 4B, gwiazdki, p<0.05, t-test dwustronny). Po
osiggnigciu przez zwierze stalego, poprawnego poziomu wykonania zadania
aktywnosc¢ tej grupy komorek powoli spadata do poziomu kontrolnego.

Odmienny wzorzec aktywnosci przedstawiamy na Rycinie 4C. Czgsto$é
wyladowan komérek typu Thox utrzymywala si¢ na stalym poziomie w okresach
migdzy-probowych a rosta w trakcie prob, w czasie gdy zwierze eksplorowalo
pudetko doswiadczalne szukajac nagrody. Czesto$¢ wytadowan osiagata poziom
istotnie r6zny od kontroli w trzeciej probie (Ryc. 4C, gwiazdka), a tendencja
wzrostowa w czasie sesji korelowala ze spadkiem latencji odpowiedzi
behawioralnej (R=-0.87, p=0.002).

Histologiczna weryfikacja danych nie wykazala zadnej systematycznej
roznicy w lokalizacji opisanych populacji komérek w mFCx.

Whioski

Wzrost czgstosci wyladowan wigkszosci przebadanych neuronéw (SU i
MUA) w okolicy PL przysrodkowej kory czolowej w czasie sesji treningowej,
potwierdza wnioski plynace poprzednich do$wiadczen w ktorych stwierdzono
podwyzszong ekspresj¢ c-fos po podobnym treningu [6]. Dzigki analizie
aktywnosci pojedynczych neuronéw rejestrowanych w czasie trwania calej
procedury doswiadczalnej udalo nam si¢ opisa¢ rézne populacje komoérek
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charakteryzujace si¢ odmienng dynamika wyladowan w czasie sesji. Nasze
wyniki pokazuja, Ze w mFCx znajduja si¢ rozproszone populacje komérek w
rozny sposéb zaangazowanych podczas réznych etapow sesji doswiadczalne;.
Czgs¢ komérek (typ Thox) wydaje si¢ byé zaangazowana w czynnosci
podejmowane przez szczura podezas eksploracji i poszukiwania nagrody.
Wzrost czgstosci wyladowan tych komérek w trakcie kolejnych préb towarzyszy
skréceniu latencji poprawnych odpowiedzi behawioralnych. Inna grupa komérek
znacznie nasila swoja aktywno$¢ w okresach migdzy kolejnymi prébami.
Wydaje si¢, ze to ta populacja (typ ITI) moze mieé istotne znaczenie dla
mechanizméw uczenia si¢ i powstawania $ladow pamigciowych. Podawanie
blokeréw syntezy biatka lub antagonistow receptora NMDA do kory w okolicy
mFCx po zakonczeniu sesji doswiadczalnej dziata pro-amnestycznie [1,7].
Nalezy sobie uswiadomi¢, ze czas bezposrednio po sesji w doswiadczeniu
skladajacym si¢ z jednej [1] lub pigciu [7] prob jest tozsamy z pierwszym lub
piatym okresem migdzyprébowym w przypadku wigkszej ilosci powtdrzeri - jak
w naszym do$wiadczeniu gdzie maksimum aktywnosci komorek 177 przypada
wlasnie po prébach 1-5 (Rye. 4AB). W tym poczatkowym etapie uczenia
odnalezienie nagrody mocno pobudza uklad dopaminergiczny [5]. Silne toniczne
pobudzenie komérek mFCx (opisanych przez nas jako I7I) w czasie
nastepujgcym po kolejnych probach w krytycznym okresie uczenia moze by¢
niezbednym elementem wyzwalanych pod wplywem dopaminy mechanizméw
utrzymujacych $wiezo zdobyte informacje (asocjacje) w pamigci operacyjnej i
prowadzacych do powstania trwalego §ladu pamigciowego.
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